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Beschreibung 



Die Behandlung von Tumorerkrankungen durch Vak- 
zinierung von Patienten mit ihren eigenen inaktivierten 
Tumorzellen ist in den letzten Jahrzehnten in einer Rei- 
he von Veroffentlichungen beschneben und in vielen 
Studien erprobt worden (1). Es hat sich dabei gezeigt 
daB die Beimischung eines Adjuvants notwendig ist, um 
das Immunsystem des Patienten gegen die autologen 
Tumorzellen stimulieren zu konnen. In den ersten Ver- 
suchen dieser Art wurde BCG (Bacille Calmette Guerin) 
verwendet (2). Spater wurden den Patienten Tumorzel- 
len, vermischt mit inaktivierten BCG appliziert Peters 
et al. (3) konnten im Tierversuch belegen, daB diese 
Methode tatsachlich zur Induktion einer Tumor-spezifi- 
schen lmmunantwort fiihrt 

Verschiedene Gruppen fQhrten weltweit ahnliche 
Versuche bei anderen Tumoren durch. In diesem Zu- 
sammenhang seien die Arbeiten von Tallberg et al. (4) 
erwahnt In diesen Arbeiten konnte gezeigt werden, daB 
die Applikation von inaktivierten Tumorzellen zusam- 
men mit einem bakteriellen Adjuvants zur signifikanten 
Verbesserung der Oberlebensrate von Patienten mit 
metastasiertem Nierenzellkarzinom fiihrte. 

Cassel et al. (5) verwendeten fur solche Behandlungs- 
versuche von Patienten mit malignen Melanomen 
Newcastle Disease Virus (NDV) als Adjuvants und er- 
reichten damit ebenfalls Verbesserungen der statisti- 
schen Oberlebensrate der Patienten. Schirrmacher et aL 
(6) griff en diesen Ansatz auf und zeigten im Tierversuch, 
daB die Applikation von Tumorzellen, die mit dem hum- 
anapathogenen NDV infiziert worden und anschlieBen 
mit 200 Gy bestrahlt worden waren, in den Tieren eine 
bleibende T-Zell-lmmunitat gegen Antigene der Zellen 
des verwendeten Tumors (Esb) induzierten (7). Sie 
konnten ferner zeigen, daB diese Immunitat gegen den 
Tumor zellgebunden war und durch Zellen adoptiv auf 
andere Tiere tibertragen werden konnte (8). Dieser An- 
satz ist inzwischen von verschiedenen Gruppen in 
Deutschland ubernommen worden, und zur Zeit 
(1993/94) wird eine Reihe von Studien nach diesem 
Schema durchgefuhrt 

In einer zunachst davon unabhangigen Entwicklung 
hat sich gezeigt, daB Zytokine ebenfalls eine Wirkung 
auf das Tumorwachstum haben konnen. Hier wurde vor 
allem das Interleukin-2 (IL-2) eingesetzt da es gelang, 
dieses Zytokin schon zu einem sehr fruhen Zeitpunkt 
der Entwicklung gentechnisch zu produzieren und der 
klinisch-wissenschaftlichen Forschung in therapeutisch 
sinnvollen Mengen zur Verfugung zu stellen. Mit syste- 
misch appliziertem rIL-2 sind dabei Effekte erreicht 
worden (9, 10), jedoch fiihrt die systemische Applikation 
von IL-2 auch zu schweren Nebenwirkungen, selbst zu 
therapiebedingten Todesfallen. AuBerdem ist dieses 
Verfahren mit betrachtlichen Kosten verbunden, die 
leicht die GroBenordnung von 30 000 bis 50 000 DM bei 
einem Patienten erreichen kdnneru 

Die schweren Nebenwirkungen sind verstandlich, be- 
trachtet man die hohen Dosen, die bei dieser Applika- 
tionsform dem Patienten zugefflhrt werden mussen, um 
uberhaupt einen Effekt zu erreichen. Zytokine sind ei- 
gentlich "short-range substances", die der Kommunika- 
tion zwischen nahe beieinander liegenden Zellen dienen. 
Werden solche Substanzen systemisch angewendet 
dann kann die "Oberschwemmung" des Organismus mit 
diesen normalerweise nur lokal in geringsten Dosen 
freigesetzten Substanzen durchaus zu einer gegenteili- 
gen Reaktion, zu einer Blockierung des Immunsystems 



fuhren. Daher ist die systemische Anwendung von Zyto- 
kinen, obwohl sie sich in vielen Fallen als hilfreich erwie- 
sen hat. grundsatzlich falsch und nicht physiologiscru 
Die lokale Anwendung von Zytokinen ist ebenfalls 
5 problematisch, da die ZytokinmolekOle wegen ihrer ge- 
ringen GroBe sehr schnell vom Ort der Applikation weg 
ins Gewebe hineindiffundieren und sich diffus im Gewe- 
be verteilen. Wegen ihrer geringen Halbswertszeit im 
Serum sind sie auch nur sehr kurze Zeit wirksam. Ei- 
io gentlich gibt es nur eine einzige Form der Applikation, 
die man mit Einschrankungen "lokal" nennen konnte, 
das ist die Applikation in Form eines Sprays zur Thera- 
pie von Lungenmetastasen von Nierenzellkarzinomen 
(11). Bei dieser Applikationsform geht man davon aus, 
15 daB die TumorlSsionen vom Zytokin in relativ hoher 
Konzentration direkt erreicht werden konnen. 

Nachdem Zytokine, vor allem das IL-2, in gentech- 
nisch produzierter Form in groBeren Mengen zur Ver- 
fugung standen, hat man sie auch, zus&tzlich zu der oben 
20 beschrieben aus inaktivierten Tumorzellen und einem 
Adjuvants bestehenden Tumorvakzine, in der AS I ein- 
gesetzt Dabei wurde rIL-2 sowohl systemisch, zur Un- 
terstiitzung des Immunsystems bei der AS I, als auch 
lokal, zusammen mit der Tumorvakzine, verabreicht 
25 (12). Es muB allerdings davon ausgegangen werden, daB 
beide Formen der Zytokinapplikation kaum zufrieden- 
steilende Ergebnisse liefern werden. Bei der systemi- 
schen Applikation verteilt sich das Interleukin im gan- 
zen Organismus und wird daher seinen eigentlichen 
30 Wirkort d h. die Stelle, an der die Tumorvakzine appli- 
ziert worden ist, nur in geringsten Konzentration en er- 
reichen, im Ubrigen aber das ganze Immunsystem infol- 
ge der Oberschwemmung mit diesem Zytokin lahmie- 
gen. Bei der lokalen Applikation muB davon ausgegan- 
35 gen werden, daB das zusammen mit der Tumorzellen 
applizierte Zytokin sich innerhalb kQrzester Zeit so 
stark verdunnt, daB es kaum zur Wirkung am gewQnsch- 
ten Wirkort kommt 
In den letzten Jahren haben mehrere auf diesern Sek- 
40 tor arbeitende Gruppen versucht, die Wirkung der Zy- 
tokine auf die Induktion einer Immunitat gegen Antige- 
ne von Tumorzellen am Ort der Applikation dadurch zu 
erreichen, daB sie die Tumorzellen selbst mit dem das 
Zytokin kodierenden Gen transfiziert und so zu Zyto- 
45 kin-Produzenten gemacht haben (13). Diese Zytokin- 
gen-transfizierten Zellen wurden bisher nur in Tierver- 
suchen angewendet Dabei werden die Zellen in ihrer 
vitalen Form appliziert, da vitale Zellen notwendig sind, 
um die den Zellen transfizierten Gene auch zur Expres- 
so sion bringen zu k6nnen. Nach diesem Prinzip wurden 
inzwischen Tumorzellen der verschiedensten Art mit 
den verschiedensten Zytokingenen transfiziert und Ver- 
suchstieren, vor allem Mausen, appliziert Bei diesen 
Versuchen wurde — erwartungsgemaB — beobachtet 
55 daB die Tumorzellen zunachst angingen, d. h. sich teilten 
und einen Tumor bildeten. Nach einigen Tagen nahm 
die Tumormasse jedoch wieder ab, und schlieBlich ver- 
schwand der Tumor wieder vollstandig. Wahrend dieser 
Zeit war in den so behandelten Tieren systemisch keine 
60 erhohte Zytokinaktivitat nachweisbar. Danach waren 
die Tiere immun gegen eine "Infektion" mit vitalen Tu- 
morzellen desseiben Genotyps, jedoch nicht gegenuber 
anderen Tumoren. 
In weiteren Versuchen zeigte es sich, daB auch gegen 
65 andere, nicht Zytokingen-transfizierte, Tumorzellen Im- 
munitat induziert werden konnte, wenn diese Tumorzel- 
len gemischt mit den Zytokingen-transfizierten Tumor- 
zellen appliziert wurden (14). Offensichtlich kommt es 
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darauf an, daB beide Reize, der von den Tumorzellen 
ausgehende Antigenreiz und der von den Zytokinen 
ausgehende und auf die Zeilen des Immunsystems wir- 
kende Stimulationsreiz, von derselben Lokalisation in- 
nerhalb des Organismus kommt. Daher wurden auch 5 
Versuche unternommen, eine Stimulation gegen Tu- 
morzellen zu erreichen, indem man den Tumorzellen, 
gegen die Immunitat erzeugt werden sollte, nicht Zyto- 
kingen-transfizierte Tumorzellen einer anderen Tumor- 
art, sondern Zeilen einer Linie nicht transformierter so- 10 
matischer Zeilen, beimischte, die mit einem Zytokingen 
transfiziert worden waren. Hierzu wurden vor allem 
Fibroblasten verwendet, da sie sich ieicht isolieren las- 
sen und im Organismus eine sehr kurze Halbwertszeit 
(einige Wochen)besitzen( 15). 15 

Die Obertragung eines dieser Therapieansatze mit 
transfizierten Tumorzellen oder mit transfizierten so- 
matischen Zeilen auf den Menschen diirfte kaum zu 
realisieren sein. Zum einen ist die Obertragung lebender 
Tumorzellen auf einen Patienten mit unabschatzbar 20 
groBen ethischen Risiken verbunden. In Tierversuchen 
konnte inzwischen nachgewiesen werden, daB durchaus 
nicht alle Tiere diese Manipulation uberleben (16). 
Durch Verlust des Gbertragenen Gens, wie er bei soi- 
chen Manipulationen immer auftreten kann, kann es 25 
zum Wachstum der transplantierten Tumorzellen und 
zur Entstehung eines Tumors kommen. Ein solches Risi- 
ko kann beim Menschen auf keinen Fall in Kauf genom- 
men werden. Man hat daher versucht, dieses Risiko da- 
durch zu verringern, daB man die Tumorzellen letal be- 30 
strahlt und sich damit zufrieden gibt, daB die in den so 
bestrahlten Zeilen enthaltenen Zytokingene eben nur 
einige wenige Tage lang zur Expression kommen und 
die Zeilen daher nur geringe Mengen des Zytokins wah- 
rend einer nur sehr kurzen Zeitspanne sezernieren. Da- 35 
mit wird natiirlich die Wirksamkeit der Methode stark 
eingeschrankt. 

Auch die Anwendung von Zytokingen-transfizierten 
sornatischen Zeilen, wie z. B. autologen Fibroblasten, ist 
mit groflen Risiken verbunden- So konnte im Tierver- 40 
such gezeigt werden, das solche Zytokingen-transfizier- 
ten Fibroblasten durchaus auch das Wachstum von Tu- 
moren fordern konnen. Fibroblasten sind namlich an der 
Ausbildung der bindegewebigen Matrix des Tumors be- 
teiligt, und Zytokine spielen beim Aufbau dieser Matrix 45 
ebenfalls eine Rolle, Es konnte auch gezeigt werden, daB 
die Zeilen mancher Tumorarten Rezeptoren fur Zytoki- 
ne tragen und folglich durch Zytokine zum Wachstum 
angeregt werden konnen. Dies ist ftir Zeilen der lymp- 
hoiden Linie schon lange bekannt; es konnte ktirzlich 50 
jedoch auch fur Zeilen von menschlichen Nierenzellkar- 
zinomen ( 1 7) gezeigt werden. 

Zu all dem kommt die Problematik der Kultivierung 
und Transfektion der zu verwendenden Tumorzellen. 
Die zu transf izierenden autologen Tumorzellen bzw. die 55 
autologen Fibroblasten mussen ja vor Beginn der The- 
rapie nicht nur gewonnenen, sondern auch an in vitro- 
Kulturbedingungen adaptiert werden, bevor sie transfi- 
ziert werden kSnnen. Nach der Transfektion mussen 
unter den vielen erhaltenen Transf ektanten die am be- 60 
sten geeigneten ausgewahlt werden. Alle diese Manipu- 
lationen sind mit einem betrachtlichen personellen und 
Kosten-Aufwand verbunden und stehen der routinema- 
Bigen Anwendung eines solchen Tumortherapiekon- 
zepts im Wege, insbesondere wenn man bedenkt, daB es 65 
sich bei dieser Therapieform urn die Therapie von Indi- 
viduen mit einer fUr jedes Individuum individuell herzu- 
stellenden Vakzine handelt. 



425 Al 

4 

Aus all diesen Grunden wird ein Therapiekonzept, 
das auf der Applikation von Zytokingen-transfizierten 
lebenden autologen Tumorzellen oder Fibroblasten an 
Patienten basiert, kaum oder nur unter groBten Schwie- 
rigkeiten und Risiken zu realisieren sein. Es ist daher 
notwendig, nach einem alternativen Konzept zu suchen, 
bei dem dasselbe Ziel auf anderen weniger aufwendigen 
und fur den Patienten mit geringeren Risiken belasteten 
Wegen erreicht werden kann. 

In den Originalarbeiten, in denen Uber die Ergebnisse 
der tierexperimentellen Untersuchungen mit Zytokin- 
gen-transfizierten Tumorzellen berichtet wird (18) so- 
wie auch in den Obersichtsarbeiten, die sich kritisch mit 
den bei diesen Versuchen erhaltenen Ergebnisse ausein- 
andersetzen, wird immer wieder hervorgehoben, daB 
das entscheidende Ergebnis dieser Versuche die Fest- 
stellung ist, daB der Antigenreiz und der Zytokinreiz 
von exakt derselben Lokalisation. namlich der Tumor- 
zelle oder von einer direkt der Tumorzelle benachbar- 
ten Zelle kommen muB, urn eine Immunitat gegen Anti- 
gene des Tumors zu erzeugen. Es muB also nach einem 
anderen Weg gesucht werden, urn diese beiden Reize in 
oder an der Tumorzelle selbst oder in ihrer unmittelba- 
ren Nahe zur Wirkung zu bringen. 

Es ist die Aufgabe dieser Erfindung, ein Verfahren 
bereitzustellen, das es ermoglicht, die beiden Reize, den 
Antigenreiz und den Zytokinreiz, von sehr nahe beiein- 
ander liegenden Lokalisationen ausgehen zu lassen. Zur 
Ldsung dieser Aufgabe wird vorgeschlagen, daB die Zy- 
tokine der Tumorvakzine in Form eines Depots zuge- 
fuhrt werden, aus dem sie uber einen langeren Zeitraum 
freigesetzt werden. 

Die Vorteile eines solchen Verfahrens sind vielfaMtig: 

— die Zytokine werden nicht nur einmal, sondern 
liber einen langen Zeitraum freigesetzt und konnen 
dadurch uber einen langen Zeitraum immunstimu- 
lierend wirken. 

— Bei Zytokingen-transfizierten Zeilen ist die zel- 
lulare Zytokin-Produktionsrate nur sehr gering 
(unter 1,0 ng/10 6 Zeilen). Daher kommt es erst dann 
zu einer signifikanten Zytokinproduktion, wenn be- 
reits eine betrachtliche Tumormasse entstanden ist 
Im Gegensatz dazu ist bei der Applikation einer 
Tumorvakzine, die das Zytokin in Depotform ent- 
halt, von ersten Moment der Applikation eine rela- 
tiv h6here Zytogendosis vorhanden. 

— Im Vergleich zu der systemischen Applikation 
von Zytokinen hat die vorgeschlagen e lokale Ap- 
plikation in Depotform den Vorteil, daB keine Ne- 
benwirkungen zu erwarten sind. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann beispielswei- 
se foIgendermaBen ausgefiihrt werden: 

Beispiel 1 

Herstellung einer Tumorvakzine nach Anspruch 1 0, bei 
der Liposomen, in denen das Zytokin IL-2 
eingeschlossen ist, den Tumorzellen beigemischt 
werden 

Die Herstellung von Zytokin-halugen Liposomen ist 
in der Literatur (19, 20) sowie auch in Patenten ausfuhr- 
lich beschrieben. Bei den diesem Patentantrag zugrun- 
deliegenden Versuchen wurde rIL-2 nach diesen Ver- 
fahren encapsuliert Fflr die Herstellung der Liposomen 
wurde ein Verhaltnis von PC : Cholesterol : PE von 
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28 : 42 : 1 angewendet Dabei wurden Liposomen erhal- 
ten, die typischerweise 12 ug rlL-2/ml enthielten. Es ist 
jedoch auch mOglich, andere Phospholipid- Zusammen- 
setzungen fQr die Herstellung der Zytokin-enthaltenden 
Liposomen verwendet. 

Bei der Anwendung wurden den Versuchstieren 
(Mausen das Stammes C57BL/6) 10 s bestrahle (200 Gy) 
Tumorzellen zusammen mit 3 ug rIL-2 in Liposomen- 
eingeschlossener Form appliziert Mit der so hergestell- 
ten Vakzine wurde eine wesentiiche Verbesserung der 
Oberlebensraten der behandelten Mause nach Challen- 
ge mit vitalen Tumorzellen erreicht. 

Beispiel 2 

Herstellung einer Tumorvakzine nach Anspruch 1 1 , bei 
der Liposomen, in denen das Zytokin 1L-2 
eingeschlossen ist, kovalent an die Tumorzellen 
gebunden werden 

Hierzu wurden die rIL-2-haltigen Liposomen auf die- 
selbe Weise wie unter Beispiel 1 hergestellt. Anschlie- 
Bend wurden sie nach der Methode von Partis (21) mit 
MHS (Maleimido-Hexanoyl-N-Hydroxy-Succinimid) 
behandelt. Es wurde ein 5-fach molarer OberschuB von 
MHS bezogen auf das liposomale PE eingesetzt 

Parallel dazu wurden die Tumorzellen zur Einf Ohrung 
von SH-Gruppen nach der Methode von Ishikawa (22) 
mit SAMB (S-Acethyl-Mercapto-Bernsteinsareanh- 
ydrid) behandelt Die Zellen waren nach der Behand- 
lung noch vital und konnten erneut in vitro kultiviert 
werden. 

Die Bindung der Liposomen an die aktivierten Tu- 
morzellen erfolgte durch Zusammenmischen der MHS- 
aktivierten rIL-2-Liposomen-Suspension mit der 
SAMB-aktivierten Tumorzellsuspension. Die Bindung 
erfolgt durch Ausbildung von Thio£therbrucken zwi- 
schen den Liposomen und den Tumorzellen. Die Bin- 
dung der Liposomen an die Tumorzellen konnte fluo- 
reszenzmikroskopisch mit Hilfe von Liposomen nach- 
gewiesen werden, die FITC-markiertes rIL-2 enthielten. 
Auch in der rasterelektronenmikroskopischen Untersu- 
chung lieBen sich Tumorzell-gebundene Liposomen 
nachweisen. 

Zur Bestimmung des IL-2-Gehalts der Liposomen- 
Tumorzell-Konjugate wurden sie in Triton-XlOO lysiert 
und der IL-2-Gehalt anschlieBend in einem ELISA be- 
stimmt Es wurden Werte von 30 jig rIL-2 pro 10 6 Zellen 
nachgewiesen. 

Bei der Anwendung wurden den Versuchstieren 
(Mausen das Stammes C57BL/6) 10 5 bestrahle (200 Gy) 
Tumorzellen in Form von rIL-2-Liposomen-Tumorzell- 
Konjugaten mit 3 ug rIL-2 in liposomen-eingeschlosse- 
ner Form appliziert Mit der so hergestellten Vakzine 
wurde eine wesentiiche Verbesserung der Oberlebens- 
raten der behandelten Mause nach Challenge mit vita- 
len Tumorzellen erreicht 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung einer Tumorvakzine 
fur die Aktive Spezifische Immuntherapie (AS1), 
bestehend aus intakten inaktivierten Tumorzellen 
und Zytokinen, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Zytokine der Tumorvakzine in Depotform beige- 
gebenwerden. 

2. Verfahren nach 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Zytokine kovalent an die Tumorzellen gebun- 
denwerden. 

3. Verfahren nach 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Zytokine kovalent an ein Protein mit Affinitat 25 
fur Strukturen der Tumorzellen gebunden werden. 

4. Verfahren nach 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Zytokine in Form von Fusionsproteinen, beste- 
hend aus einem Zytokin und einem Protein mit Af- 
finitat fur Strukturen der Tumorzellen, an die Tu- 
morzellen gebunden werden. 

5. Verfahren nach 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Zytokine in Liposomen eingeschlossen werdea 

6. Verfahren nach 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Zytokine polymerisiert werden. 

7. Verfahren nach 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Zytokine an biologisch abbaubare (biodegrada- 
ble) Polymere gebunden werden. 

8. Verfahren nach 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Zytokine adsorptiv an anorganische Partikel 40 
gebunden werden. 

9. Verfahren nach 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Zytokine an Viruspartikel gebunden werden. 

10. Verfahren nach 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Liposomen den Tumorzellen beigemischt wer- 45 
den. 

1 1. Verfahren nach 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Liposomen kovalent an die Tumorzellen gebun- 
den werden. 

12. Verfahren nach 6, dadurch gekennzeichnet, daii 50 
die polymerisierten Zytokine den Tumorzellen bei- 
gemischt werden. 

13. Verfahren nach 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
die polymerisierten Zytokine kovalent an die Tu- 
morzellen gebunden werdea 

14. Verfahren nach 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Zytokin-enthaltenden biologisch abbaubare 
Polymeren den Tumorzellen beigemischt werden. 

15. Verfahren nach 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Zytokin-enthaltenden biologisch abbaubare 
Polymeren kovalent an die Tumorzellen gebunden 
werden. 

1 6. Verfahren nach 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
die an anorganische Partikel adsorbierten Zytokine 
den Tumorzellen beigemischt werden. 

17. Verfahren nach 9, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Zytokin-enthaltenden Viruspartikel den Tu- 
morzellen beigemischt werden. 
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18. Verfahren nach 9, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Zytokin-enthaltenden Viruspartikel kovalent an 
die Tumorzellen gebunden werden. 

19. Verfahren nach 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
IL-2 als Zytokin Verwendung findet 

20. Verfahren nach 3 oder 4, dadurch gekennzeich- 
net, daB AntikGrper als Proteine mit Affinitat zu 
Tumorzellen verwendet werden. 

21. Verfahren nach 3 oder 4, dadurch gekennzeich- 
net, daB Lektine als Proteine mit Affinitat zu Tu- 
morzellen verwendet werden. 

22 Verfahren nach 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
Polymere aus Milchsaure (Poly-Lacide) verwendet 
werden. 

23. Verfahren nach 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
Aluminiumhydroxyd oder Calciumphosphat als ad- 
sorbierende Partikel verwendet werden. 
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